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1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans ia 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction *ie la demande internationale remise a radministration. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucl^tldes ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du llstage des sequences : 

□ 



contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 
deposee avec la demande internationale. sous forme dechlffrable par ordinateur. 
remis utterieurement a radministration. sous forme ecrite. 
I I remis utterieurement a radministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

I I La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

I I II a M estlme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d'untte de Unventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

pT] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par radministration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne Tabrege, 

'® texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par radministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a radministration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° 



I I suggeree par le deposant. [X] Aucune des figures 

□ , _^ , .J 1 n est a publier. 

parce que le deposant n a pas suggere de figure. 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01887 



A. CLASSEME'NT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CiB 7 C12Q1/68 A61P43/00 



Selon la classification intemationale des brevets (ClB) ou a la fois selon la classtftcation natlonale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12Q 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, EMBL 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 




1/ 




LABERGE ET AL.: "FAMILIAL CAVERNOUS 
ANGIOMAS CCMl GENE" 
EUR. J. HUM. GEN. , 

Moy. 6/suppl.l, itiai 1998 (1998-05), page 
6/P4.168 XP002136142 
e document en entier 

SEREBRIISKII ET AL.: "ASSOCIATION OF 
KREV-l/RAPlA WITH KRITl, A NOVEL ANKYRIN 
REPEAT-CONTAINING PROTEIN ENCODED BY A 
GENE MAPPING TO 7q21-22" 
ONCOGENE, 

vol. 15, 1997, pages 1043-1049, 

XP000892143 

le document en entier 

-/-- 



1-24 



1-24 



Voir la suite du cadre C pKtur )a fin de la liste des documents 



I I Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites; 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais public ^ ta date de d^pdt international 

ou apres cette date 

"L " document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, k un usage. ^ 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



"T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theofie constituant la t>ase de invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre conslderee comme nouvelle ou comme impli quant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationale a et6 effectivement achevee 



27 octobre 2000 



Date d'e)(pedition du present rapport de recherche intemationale 



09/11/2000 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Hagenmaier, S 



Formulsiire PCT/ISA/210 (deuxi^me feuNle) (juillet 1992) 
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C.f,»urte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^gorie Identification des documents clt6s, avec.le cas 6ch6ant, i'lndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



^ Awr 




BERGE ET AL. : "GENETIC HETEROGENEITY 
AND ABSENCE OF FOUNDER EFFECT IN A SERIES 
OF 36 FRENCH CEREBRAL CAVERNOUS ANGIOMAS 
FAMILIES" 
EUR. J. HUM. GEN. , 

vol. 7, mai 1999 (1999-05), pages 499-504, 
XPP00892146 

document en entier 



CRAIG ET AL.: "MULTILOCUS LINKAGE 
IDENTIFIES TWO NEW LOCI FOR A MENDELIAN 
FORM OF STROKE, CEREBRAL CAVERNOUS 
MALFORMATION, AT 7pl5-13 AND 3q25.2-27" 
HUM.MOL.GEN. , 

vol. 7, no. 12, 1998, pages 1851-1858, 
XP,002136143 
e document en entier 



P,Y y 



P.Y 



J 



SAHOO ET AL.: "Mutations in the gene 
encoding KRITl, a Krev-l/rapla binding 
protein, cause cerebral cavernous 
malformations (CCMl) " 
HUM.MOL.GEN. , 
vol. 8, no. 12, novembre 1999 (1999-11), 
/XP002136144 
/ le document en entier 
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COUTEULX SOPHIE LABERGE-LE ET AL: 
"Truncating mutations in CCMl, encoding 
KRITl, cause hereditary cavernous 
angi omas . " 
NATURE GENETICS, 

vol. 23, no. 2, octobre 1999 (1999-10), 

pages 189-193, XP002151276 

ISSN: 1061-4036 

le document en entier 
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ATIONAL SEARCH REPORl 



Interna )l Application No 

PCT/FR 00/01887 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/68 A61P43/00 



Accordina to International Patent ClassrficatJon flPC) or to both national dassificabon and JPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum aocumentauon searched (classjficaiion system toll owed by classiticatjon symbols) 

IPC 7 C12Q 



Documentation searchea ottier tnan minimum oocumentation to ttte extent that such documents are irkciuded tn the fie^os searcried 



Electronic aata base consuttea dunng trie intematjonat search (name ot oala base and. where practical, search temris used) 

WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, EMBL 



C. DOCUMEhfTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° 


Citation of document, with indication, where appropnate. ot the relevant passages 


Relevant to claim No. 


Y 


LABERGE ET AL.: "FAMILIAL CAVERNOUS 


1-24 




ANGIOMAS CCMl GENE" 






EUR. J. HUM. GEN. , 






vol. 6/suppl.l. May 1998 (1998-05), page 






146/P4.168 XP002136142 






the whole document 




Y 


SEREBRIISKII ET AL.: "ASSOCIATION OF 


1-24 




KREV-l/RAPlA WITH KRITl, A NOVEL ANKYRIN 






REPEAT-CONTAINING PROTEIN ENCODED BY A 






GENE MAPPING TO 7q21-22" 






ONCOGENE, 






vol. 15, 1997, pages 1043-1049, 






XP000892143 






the whole document 






-/-- 





Further documents are listed in the contihuabon of box C- 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited oocuments : 

"A* document defining the general state of the art whicr is not 

considered to be of particular relevance 
"E' earlier document but published on or after the intemationat 

filing date 

"L" document which may throw doubts on pnority claim^s) or 
which IS ated to establish the put^lication aate of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0' document reternng to an oral disclosure, use, exhit>bon or 
other means 

'P* document published pnor to the international filing date but 
later than me pnonty date ciaimed 



T" later document published after the intemationaJ filing date 
or priority date and not in conflict with the application txit 
cited to understand the pnnciple or theory underlying the 
inventson 

"X* document of particular re^evance; the claimed invention 
cannot be considered novel or carinot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"V document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person sKiiled 
in the art. 

"&" document member of the same patent famriy 



Date of the actual completfon of the international search 

27 October 2000 


Date of mailing ot the mtemational search report 

09/11/2000 


Name and mailing address of the iSA 

European Patent Office. P B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70)340-2040. Tx. 31 651 epo ni. 
Fax: (*3l-70) 340-O016 


Authonzed officer 

Hagenmaier, S 



Foan PCT'lSA.'SlOlsecorx] sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



RNATIONAL SEARCH REPOl 



Interna il Application No 
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C. (Continuation) DOCUMEhfTS CONSIDERED TO BE RELEVANTT 



Category ' 



Citation ot document, with inoication.where appropnaie. ot the relevant passages 



Relevant to daim No. 



P,Y 



LABERGE ET AL.: "GENETIC HETEROGENEITY 

AND ABSENCE OF FOUNDER EFFECT IN A SERIES 

OF 36 FRENCH CEREBRAL CAVERNOUS ANGIOMAS 

FAMILIES" 

EUR. J. HUM. GEN. , 

vol. 7, May 1999 (1999-05), pages 499-504. 

XP000892146 

the whole document 

CRAIG ET AL.: "MULTILOCUS LINKAGE 
IDENTIFIES TWO NEW LOCI FOR A MENDELIAN 
FORM OF STROKE, CEREBRAL CAVERNOUS 
MALFORMATION, AT 7pl5-13 AND 3q25.2-27" 
HUM.MOL.GEN. , 

vol. 7. no. 12, 1998, pages 1851-1858, 

XP002136143 ' 

the whole document 

SAHOO ET AL.: "Mutations in the gene 
encoding KRITl, a Krev-l/rapla binding 
protein, cause cerebral cavernous 
malformations (CCMl) " 
HUM.MOL.GEN. , 

vol. 8, no. 12, November 1999 (1999-11), 

XP002136144 

the whole document 

COUTEULX SOPHIE LABERGE-LE ET AL: 
"Truncating mutations in CCMl, encoding 
KRITl, cause hereditary cavernous 
angi omas . " 
NATURE GENETICS, 

vol. 23, no. 2, October 1999 (1999-10), 
pages 189-193, XP002151276 
ISSN: 1061-4036 
the whole document 
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OiAITE DE COOPERATION eQ/IATIERE DE BREVETS 

Exp6cliteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT/FROO/01887 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(rdgle61.2du PCT) 


Destinataire: 

Commissioner 

1 IQ Dortartmont rtf C^nmmf^rc^ 

United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'exp6dition (jour/mois/ann6e) 
02 mai2001 (02.05.01) 




Demande intemationate no 

PCT/FROO/01887 


R6f6renoe du dossier du d6posant ou du mandataire 
341046/18210 


Date du d6pdt international Qour/mois/annee) 

03 juillet 2000 (03.07.00) 


Date de priority (Jour/mois/ann6e) 

01 juillet 1999 (01.07.99) 


D6posant 

TOURNIER-LASSERVE Elisabeth etc 



1 . L' office d6sign6 est avis6 de son Election quia M faite: 

[ X| dans la demande d'examen pr6liminaire international pr6sent6e k I'administration charg6e de I'exannen pr6liminaire 
international le: 

29 janvier 2001 (29.01.01) 



I I dans une declaration visant une Election ult^rieure d^pos^e aupr^s du Bureau international le: 



2. L'61ection | X| a et6 faite 

I I n'a pas 6t6 faite 

avant Texpiration d'un delai de 19 mois a connpter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le d6lai vise 
a la regie 32.2b), 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de TOMPI 




34, chemin des Colombettes 


R. Forax 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur; (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTEI^UOtK^IONAL-i-^ 3 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

341046/18210 


Dm ID CI iiTc A nr%MKic=Ea notification de transmission du rapport d'examen 
HOUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intematlonale n° 
PCT/FROO/01887 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
03/07/2000 


Date de p no rite (jour/mois/annee) 
01/07/1999 


Classification intematlonale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationale et CIB 
C12Q1/68 


Deposant 






INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA ... et al. 





1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a rarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapporl ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



d'application industrielle 



d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 
Certains documents cites 



1 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


m 


VI 


1 — 1 
1 ) 


Vll 


□ 


VIII 


□ 



possibilite 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 

intemationale 

29/01/2001 


Date d'achevement du present rapporl 

02.10.2001 


Norn et adresse postale de Tadministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
D-80298 Municfi 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise rr--^ 

BROCHADO GARGANTA, M (| ^/ |) 

N^' de telephone +49 89 2399 8935 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverlure) (Janvier 1994) 





RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationafe n° PCT/FROO/0 1 887 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a i'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comma "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'el/es ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)) : 

Description, pages: 

1-22 version initiale 

Revendications, N : 

1-24 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/3-3/3 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-9, telles que initialement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de Tadministration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 



13 contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

Kl depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a Tadministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 



55.3). 



sequences : 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont Identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraTne I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°^ : 

□ des dessins, feullles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de Texpose de invention tel qu'il a ete depose, comme II est indique ci-apres (regie 



(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementalres, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 



70.2(c)) : 



1. Declaration 



Nouveaute 



Oui : Revendications 
Non : Revendications 



1-24 



Actlvite inventive 



Oui : Revendications 
Non : Revendications 



1-24 



Possibilite d'application industrielle Oui ; Revendications 

Non : Revendications 



1-24 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/'409 (cadres l-VIII, feuille 2) (juillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FROO/01 887 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et 
explications a I'appul de cette declaration 

1. II est fait reference aux documents suivants: 

(A) Laberge et al.: EurJ.Hum.Gen., vol. 6/suppl.1, mai 1998 (1998-05), page 

146/P4.168 

(B) Serebriiskii et al.:ONCOGENE, vol. 15, 1997, pages 1043-1049 

2. Les documents suivants cites comme documents "P" dans le rapport de 
recherche peuvent etre consideres comme compris dans I'etat de la 
technique si la date de priorite de la presente demande n'est pas 
valablement revendique: 

(C) Sahooetal.: HUM.MOL.GEN., vol. 8, no. 12, novembre 1999 (1999-11), 

(D) Couteulx Sophie Laberge-le et al.: NATURE GENETICS, vol. 23, no. 2, 
Octobre 1999 (1999-10), pages 189-193 

3. Les revendications 1-24 sent conformes aux criteres de nouveaute defini 
par ('article 33(2) PCT, parce que leurs caracteristiques ne sont pas 
connues dans I'etat de la technique. 

4.1 Le document A qui est considere comme I'etat de la technique le plus 
proche, decrit une methode de diagnostic des angiomes caverneux ou 
cavernomes pour la detection de mutations dans le gene Kritl. Cette 
detection est mise en oeuvre au moyen de sequences nucleotidiques (voir 
resume). 

L'objet de la revendication 1 differe de la description donnee dans le 



Formulaire PCT/Feuille separee/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 
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document A en ce que les sequences nucleotidiques sont ligerement 
differentes. 

Les sequences nucleotidiques du Krit1 cDNA et de la proteine 

correspondante sont connues (voir document B, figure 1). Le document 
B decrit Tassociation de Krev-1/rap1 avec Kritl. 

Par consequent, les sequences nucleotidiques dans la revendication 1 
sont simplement des possibilites que la personne du metier pourrait 
choisir, selon le cas d'espece, parmi plusieurs possibilites evidentes. 
Aucune activite inventive n'est done impliquee (article 33(3) PCT). 

4.2 L'objet des revendications, concernant Tutilisation de tout ou partie du 
gene Kritl pour la detection d'une mutation dans ce gene, a des fins 
therapeutiques ou pour la preparation d'un medicament destine a controler 
ou inhiber I'angionese, n'est pas inventive (article 33(3) PCT), parce que 
document A decrit deja une association des mutations dans le gene Kritl 
avec le diagnostic des cavernomes (voir resume). II est evident pour la 
personne du metier de combiner les descriptions des documents A et B et 
d'obtenir ainsi l'objet selon les revendications 2, 8 et 17. L'objet de ces 
revendications n'implique par consequent pas d'activite inventive (article 
33(3) PCT). Le meme raisonnement s'applique pour l'objet des 
revendications dependants 3-7,9- 16 et 18. 

Le vecteur d'expression dans une cellule hote appropriee, qui comporte la 
sequence du gene Kritl (revendication 19) et une composition 
therapeutique avec tout ou partie de la proteine Kritl (revendication 23) ne 
sont pas inventives (article 33(3) PCT), parce que pour la personne du 
metier, I'utilisation d'un vecteur pour ['expression de Kritl dans une cellule 
hote ou I'utilisation de la proteine Kritl a des fins therapeutiques est une 
demarche technique normale et n'implique par consequent pas d'activite 
inventive. Le meme raisonnement s'applique pour l'objet des 
revendications dependantes 20-22 et 24. 
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Article 33(2) because the features of said claims 
are not known from the prior art. 



4.1 Document A, which is considered to be the closest 
prior art, describes a method for diagnosing 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



^temational application No. 
PCT/FR 00/01887 



cavernous angiomas or cavernomas in order to detect 
mutations in the Kritl gene. This detection is 
carried out by means of nucleotide sequences (see 
abstract) . 



The subject matter of Claim 1 differs from the 
description provided in document A in that the 
nucleotide sequences are slightly different. 

The nucleotide sequences of the Kritl cDNA and of 

the corresponding protein are known (see document B, 
Figure 1) . Document B describes the association of 
Krev-l/rapl with Kritl. 

Consequently, the nucleotide sequences in Claim 1 
are merely possibilities which a person skilled in 
the art might select, depending on the particular 
case, from a number of obvious possibilities. An 
inventive step is not therefore involved (PCT 
Article 33(3)). 

4.2 The subject matter of the claims relating to the use 
of all or part of the Kritl gene to detect a 
mutation in said gene, for therapeutic purposes or 
to prepare a drug for controlling or inhibiting 
angiogenesis, is not inventive (PCT Article 33(3)) 
because document A already describes an association 
of the mutations in the Kritl gene with the 
diagnosis of cavernomas (see abstract) . It is 
obvious for a person skilled in the art to combine 
the descriptions of documents A and B and to thus 
obtain the subject matter according to Claims 2, 8 
and 17. The subject matter of said claims does not 
therefore involve an inventive step (PCT Article 
33(3)). The same reasoning applies for the subject 
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matter of dependent Claims 3-7, 9-16 and 18. 

The expression vector in a suitable host cell, which 
comprises the Kritl gene sequence (Claim 19) , and a 
therapeutic composition with all or part of the 
Kritl protein (Claim 23) are not inventive (PCT 
Article 33(3)) because, for a person skilled in the 
art, using a vector to express Kritl in a host cell 
or using the Kritl protein for therapeutic ends is a 
standard technical step and does not therefore 
involve an inventive step. The same reasoning 
applies for the subject matter of dependent Claims 
20-22 and 24 . 
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UTILISATION DU GENE KRITl 
DANS LE DOMAINE DE L'ANGIOGENESE 

5 

La presente invention a pour objet une methode de diagnostic des 
angiomas cavemeux ou cavemomes pour la detection de mutations dans le gene 
Kritl. En particulier, cette detection est mise en oeuvre au moyen de sequences 
nucleotidiques egalement objet de la presente invention. L'invention conceme 

10 egalement I'utilisation de tout ou partie du gene Kritl a des fins therapeutiques 
dans le domaine de la pro ou anti-angiogenese. 

Les cavemomes sont des malformations vasculaires le plus souvent 
localisees dans le systeme nerveux central mais egalement dans la retine, le foie, 
les reins, etc.. et sont caracterises par des cavites capillaires anormalement 

15 elargies sans intervention du parenchyme cerebral (Russell et al.) Les 
symptomes cliniques comprennent des cephalees, des hemorragies, des crises 
d'epilepsie et des deficits neurologiques focaux. La prevalence des angiomes 
cavemeux est proche de 0,5 % dans la population generale (Otten et al.) Ces 
angiomes peuvent etre transmis de fagon hereditaire sous une forme 

20 autosomique dominante dans pres de 50 % des cas (Rigamonti et al.) 3 
localisations (ou loci) de malformations cavemeuses cerebrales (CCM) ont ete 
identifiees sur le bras long du chromosome 7, le bras court du chromosome 7 et 
le bras long du chromosome 3 (7q, 7p et 3q respectivement). Un important efFet 
fondateur a ete observe dans la population hispano-americaine, dans laquelle 

25 toutes les families etaient liees au locus CCMl localise sur 7q (Rigamonti et al. , 
Dubovsky et ah ; Glinel et al. ; et Craig et al ). 
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Les inventeurs ont recemment etabli les caracteristiques genetiques et 
cliniques des cavemomes, ainsi que les caracteristiques hereditaires dans une 
serie de 57 families fran9aises (Labauge et al.). Des investigations de neuro- 
imagerie ont confirme la grande frequence de lesions multiples dans les 
5 cavemomes hereditaires. Une correlation hautement significative a egalement ete 
mise en evidence cnire le nombre de lesions et Tage du patient, ce qui suggere 
fortement la nature dynamique de ces malformations vasculaires appelees 
egalement hamartomes. L'analyse de liaison genetique conduite dans 36 de ces 
families a montre que 65 % d'entre elles etaient liees au locus CCMl avec aucun 

10 efFet fondateur (Laberge et al.). 

La taille de I'intervalle genetique contenant le locus CCMl avait ete 
reduite en 1995 a 4 centimorgans, le locus CCMl etant encadre par D7S2410 et 
D7S689 (Johnson et al.). Au moyen essentiellement d'une approche in silico, les 
inventeurs ont etabli une carte physique et transcriptionnelle de I'intervalle de 

15 CCML Parmi les 53 unites transcriptionnelles cartographiees a I'interieur de la 
region critique. Tune d'elles correspondait a Kritl, un gene dont le produit 
interagit avec RaplA (egalement appele Krevl), un membre de la famille des 
genes Ras impliques dans la proliferation cellulaire, la differentiation et la 
morphogenese (Bos et al.). En utilisant en combinaison la technique SSCP et le 

20 sequenfage, les inventeurs ont identifie dans 8 families CCMl non apparentees 
des mutations conduisant tres probablement a une proteine Kritl tronquee. La 
cosegregation de ces mutations avec le phenotype affecte suggere fortement que 
Kritl est la proteine mutee dans les families atteintes de cavemomes lies au 
locus CCMl et suggere Timplication de la voie de transduction du signal de 

25 RaplA dans la vasculogenese et/ou Tangiogenese. 
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En utilisant un contig de YAC prealablement public, et les bases de 
donnees de sequences publiques (The Washington University Chromosome 7 
Project), les inventeurs ont construit des contigs de BAC/PAC couvrant 90 % 
de rintervalle CCMl, estime a 1 600 Kb (Figure 1), 20 families comprenant 179 
5 meioses potentiellement informatives et dont il avait ete precedemment montre 
qu'elles "vaient une probabilite a posteriori d'etre liees au locus CCMl 
superieure a 90 % ont ete utilisees pour cartographier finement ce locus avec des 
marqueurs polymorphes identifies au moyen des sequences BAC/PAC (Figure 
1). Un evenement de recombinaison observe chez un individu afiFecte (famille 27 

10 dans Labauge et al.) a permis aux inventeurs de reduire legerement cet intervalle 
qui est maintenant encadre par M2456 (limite centromerique) et D7S689 (limite 
telomerique). Le criblage de banques de donnees publiques telles que Gene Map 
du Human Genome, Unigene et dBEST a permis aux inventeurs de 
cartographier a Tinterieur de cet intervalle 574 Expressed Sequence Tags (EST) 

15 qui ont ensuite ete regroupees en 53 unites transcriptionnelles putatives 
comprenant 6 genes deja connus : CDK6, HUMI.D14, KRITl, PEX-1, 
mMTERF et Yotiao. 

Krit] avait ete identifie lors d'un criblage destine a identifier les proteines 
interagissant avec RaplA/Krevl, un membre de la famille des genes Ras 

20 (Serebriiski et al.). H code pour une proteine de 529 acides amines qui comprend 
4 domaines ankyrines et interagit avec RaplA/Krevl au moyen de sa region 
carboxyterminale. II a deja ete indique que TARN messager de Kriil etait 
exprime a des niveaux faibles dans de nombreux tissus y compris le cerveau. 
Bien que la fonction exacte de Kritl soit encore inconnue, les inventeurs ont 

25 considere qu'il etait un bon gene candidat pour CCMl, et ceci pour plusieurs 
raisons. Rapl A / Krevl A a ete identifie sur la base de son homologie avec 
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DrasS^ un homologue de Ras chez la drosophile, ainsi que sur la base de son 
activite anti-mitogene dans des fibroblastes transformes par K-ras (Pizon et al., 
1988 / Kitayama et al., 1989). Bien que la pertinence physiologique de cet eflfet 
anti-mitogene observe in vitro n'ait pas encore ete etablie in vivo, ceci a conduit 
a considerer que cette proteine etait un antagoniste de Ras. Un role de la voie de 
signalisation de Ras dans la vasculogenese et Tangiogenese a ete fortement 
suggere par les anomalies vasculaires observees dans les modeles murins 
invalides pour les proteines impliquees dans cette voie, par exemple les proteines 
raf ou GAP120 (Henkemeyer et al., 1995 ; Wojnowsici et al, 1997). En plus de 
ce role putatif en tant qu^ antagoniste de Ras, Rapl A / Krevl a ete implique dans 
la differentiation cellulaire et la morphogenese (Asha et al., 1999 ; Quarck et al., 
1996 ; Pizon etal., 1988). 

En d'autres termes, dans la mesure ou la proteine Kritl tronquee donne 
lieu a une anomalie de Tangiogenese s'accompagnant d'une proliferation des 
15 cellules endotheliales, il est raisonnable d'en deduire que le gene Kritl pourrait 
avoir un role de controle de I'angiogenese. 

Ainsi, dans le cadre de la presente invention, les inventeurs ont montre 
que des mutations dans le gene Kritl susceptibles de donner lieu a une proteine 
Kritl tronquee sont responsables de Fapparition d'anomalies vasculaires. Ces 
20 anomalies vasculaires peuvent affecter differents territoires incluant le cerveau et 
la peau et prendre differentes formes (cavemomes, angiomes capillaro-veineux). 
Le type des lesions observees (developpement de maladies vasculaires anormales 
combine a la nature des mutations observees (mutations entrainant une 
troncation de la proteine) suggerent fortement que cette proteine exerce un 
25 controle de I'angiogenese qui pourrait etre susceptible d' applications 
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therapeutiques dans le domaine de rantiangiogenese, en particulier dans le 
domaine tumoral. 

L'alignement de TADNc de Kritl avec le BAC AC000020, Tun des 
BAG localise dans rintervalle, a permis aux inventeurs de determiner la structure 

5 genomique de KritL Ce gene est code par 12 exons qui sont tous compris dans 
le BAC AC000020. Les inventeurs ont dessine les amorces oligonucleotidiques 
introniques destinees a amplifier les exons (Tableau n"* 1) ainsi que les sequences 
de jonction (Tableau n° 2). Ces amorces ont ete particulierement delicates a 
mettre au point en raison de la richesse en bases A et T de Kritl et sont tres 

10 specifiques de KriiJ. Ainsi, la presente invention a pour objet une sequence 
nucleotidique choisie dans le groupe comprenant SEQ ID 1, SEQ ED N"" 2, 
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID 5, SEQ ID 6, SEQ ID N° 7, 
SEQ ID 8, SEQ ID 9, SEQ ID NMO, SEQ ID NM 1, SEQ ID N° 12, 
SEQ ID N° 13, SEQ ID 14, SEQ ID 15, SEQ ID W 16, SEQ ID N° 17, 

15 SEQ ID N° 18, SEQ ED N'=* 19, SEQ ID 20, SEQ ID 21, SEQ ID N° 22, 
SEQ ID 23, SEQ ID 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID W 26, SEQ ID N° 27, 
SEQ ID 28. 

Au moyen de ces amorces, les inventeurs ont pu amplifier tous les exons. 
Un ensemble de 20 patients CCM non apparentes appartenant a des families 

20 dans lesquelles T analyse HOMOG a montre une probabilite a posteriori d'etre 
liee au locus CCMl superieure a 90 % a permis de proceder a des criblages de 
mutations par une analyse combinant une approche de type Single Strand 
Conformation Polymorphism (SSCP), dans 4 conditions distinctes, et une 
approche de sequen^age. 

25 Les produits amplifies de 8 de ces patients ont montre des variants de 

conformation anormaux qui n'ont ete observes dans aucun des 50 sujets 
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controles. L' analyse de la sequence de ces amplimeres a revele des mutations 
heterozygotes dans ces 8 patients (Tableau 3 et Figure 3). Ces mutations 
cosegregeaient avec le phenotype malade dans les 8 families de ces patients. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'au moins une 
5 sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus pour la detection, a partir d'un 
prelevement oiologique, de la presence d'une mutation dans le gene Kritl ; de 
preference une mutation liee a la survenue d' anomalies vasculaires telles que 
definies precedemment. De maniere preferentielle, le prelevement biologique est 
du sang. 

10 Plus particulierement, le pedigree 6 presente une deletion d'un A au 

nucleotide 1342, dans Texon 10. Cette deletion conduit a un changement du 
cadre de lecture et ainsi a un codon stop premature. Dans le pedigree 10, une 
substitution de C par T au nucleotide 1283 dans I'exon 10 conduit au 
remplacement d'une glutamine par un codon stop. Le pedigree 58 montre quant 
15 a lui rinsertion d'un C apres le nucleotide 1271, egalement dans I'exon 10, ce 
qui entraine un changement du cadre de lecture et un codon stop premature. Le 
pedigree 41 montre une substitution de G par A au nucleotide 615 ce qui 
conduit au remplacement d'un tryptophane par un codon stop premature dans 
I'exon 5. Le pedigree 42 presente une deletion de 4 pb (nucleotides 681-684) 
20 dans I'exon 6 donnant lieu a un codon stop premature. Le pedigree 35 presente 
une deletion de 26 pb (nucleotides 1012-1037) a Tinterieur de I'exon 8 ; cette 
deletion causant un changement du cadre de lecture et un codon stop premature 
au codon 332. Le pedigree 18 presente une insertion d'un C a I'interieur de 
I'exon 2 apres le nucleotide 247 ; cette insertion conduit a un changement du 
25 cadre de lecture et a un codon stop premature. Le pedigree 19 montre une 
substitution d'un G par un A au nucleotide 261 ; celle-ci entraine un changement 
de cadre de lecture ainsi qu un codon stop premature au codon 79. 
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Les analyses SSCP des membres affectes et non affect es ont montre ia 
cosegregation parfaite des mutations avec le phenotype afFecte dans chacun de 
ces 8 pedigrees (Figure 3). 

Ainsi, les sequences nucleotidiques conformes a la presente invention 
5 sont utilisees pour proceder a la detection d'une mutation dans au moins un 
exon du gene Kriil. Plus particulierement, ces sequences nucleotidiques peuvent 
etre utilisees par couple compte tenu de leur specificite d'un exon selon la 
repartition suivante : 



10 



- SEQ ID 1 / SEQ ID N° 2 pour Texon 1, 

- SEQ ID N° 3 / SEQ ID N° 4 pour Texon 2, 

- SEQ ID N° 5 / SEQ ID 6 pour I'exon 3, 

- SEQ ID 7 / SEQ ID N° 8 pour I'exon 4, 

- SEQ ID 9 / SEQ ID N° 10 pour I'exon 5, 



20 



15 



- SEQ ID 11 / SEQ ID N*' 12 pour Fexon 6, 

- SEQ ID 13 / SEQ ID N° 14 pour Texon 7, 

- SEQ ID 15 / SEQ ED N° 16 pour l exon 8, 

- SEQ ED N° 17 / SEQ ID N° 18 pour Texon 9, 

- SEQ ID 19 / SEQ ID 20 pour I'exon 10, 

- SEQ ID N° 21 / SEQ ID 22 pour i'exon 10, 

- SEQ ED N° 23 / SEQ ED 24 pour I'exon 1 1, 

- SEQ ID N° 25 / SEQ LD 26 pour l exon 12, 

- SEQ ID N° 27 / SEQ ED N° 28 pour Texon 12. 



25 



Avantageusement, la detection d'une mutation dans Kritl est precedee 
de r amplification de I'exon dans lequel la mutation est recherchee et cette 
amplification peut etre realisee par PGR ou PCR-like. 



wo 01/02604 PCT/FROO/01887 



La nature tronquante de ces mutations, leur absence chez les controles 
sains et leur consegregation avec le phenotype afFecte suggere fortement qu'il 
s'agit de mutations deleteres dans ces families. 

Les inventeurs n'ont pas detecte de variants de conformation anonmaux 
5 de SSCP dans 12 des 20 families testees. Plusieurs hypotheses peuvent etre 
emises pour expliquer ceci. La sensibilite de SSC? n'est pas de 100 % meme 
lorsqu'on utilise plusieurs types de conditions comme cela a ete le cas ici. De 
fa^on interessante, aucun de ces variants de conformation anormaux n'a ete 
observe dans le premier criblage qui a ete realise a 20''C sans glycerol. De plus, 
10 les deletions qui emporteraient les regions contenant les sequences hybridant 
avec les amorces n'auraient pu etre detectees par cette approche. Enfin, 
certaines de ces families, bien que montrant une forte probabilite d'etre liees au 
locus CCMl, pourraient en fait etre liees a Tun des autres loci CCM. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de diagnostic 
15 genotypique d'anomalies vasculaires chez un individu comprenant le 
prelevement d'un echantillon biologique dudit individu ainsi que la detection de 
la presence d'une mutation dans le gene Kritl par analyse de la sequence 
d'acides nucleiques presents dans ledit echantillon, une telle mutation etant liee a 
la survenue d'anomalies vasculaires. La sequence d'acides nucleiques analysee 
20 peut etre indiflferemment de TADN genomique, de I'ADNc ou de I'ARNm. 
L'analyse peut etre realisee par hybridation, par sequenfage ou par migration 
electrophoretique, en particulier par SSCP ou DGGE (Electrophorese en gel en 
gradient denaturant). La detection de ces mutations pourrait egalement etre 
realisee a I'aide d'une methodologie permettant de detecter directement la 
25 presence de la proteine tronquee, par exemple les methodes dites de Protein 
Truncation Test (traduction in vitro de transcrits reverse d' ADNc suivie d'une 
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revelation de la proteine par anticorps ou apres marquage de la proteine a Faide 
d'un acide amine marque). Enfin, la recherche de mutations peut etre faite par 
analyse directe du transcrit reverse d' ADNc prepare a partir des ARN totaux (en 
particulier provenant de cellules transformees par le virus EBV, cellules dans 
5 lesquelles les auteurs ont montre I'expression du transcrit de Kritl). 

Avantageusement, tout ou partie de la sequence d'acides nucleiques 
correspondant au gene Kriil est amplifiee prealablement a la detection de la 
presence d'une mutation, cette amplification pouvant etre realisee par PCR ou 
PCR-like. De faQon tout a fait preferentielle, cette amplification peut etre 
10 realisee au moyen d'amorces choisies parmi les sequences d'acides nucleiques 
conformes a la presente invention, par exemple utilisees selon la repartition ci- 
dessus mentionnee. 

La question principale est done de comprendre comment ces mutations 
ont pu conduire aux cavemomes. Peu de choses sont connues en realite sur la 
15 nature de ces lesions qui sont considerees comme des malformations vasculaires 
ou hamartomes. II semblerait que la periode d'apparition de ces malformations 
pendant la vie embryormaire n'est pas tout a fait claire. De plus, dans certains 
cas, particulierement dans les cas familiaux, Fextension evolutive de ces 
hamartomes a ete decrite : il a ete suggere que ces lesions peuvent exprimer des 
20 facteurs et/ou des recepteurs impliques dans I'angiogenese (Rothbart et aL, 
1996 ; Notelet et al., 1997). 

II convient d'indiquer que les inventeurs ont observe dans quatre families 
(Labauge et al., 1999) que des malformations cutanees (egalement appelees 
angiomes) pouvaient segreger avec les cavemomes cerebraux. 
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Touies ies mutations rapponees ici conduiraient, si elles etaient traduites, 
a des proteines Kritl tronquees qui seraieni deletees de la region interagissant 
avec Rapl A / Krevl 

Les fonctions exactes de Rapl A / Krevl ne sont pas tout a fait elucidees. 
Ce membre de la famille des Ras GTPase est exprime de fafon ubiquitaire 
particulierement dans les neutrophiles, les plaquettes et le cerveau ; il est localise 
dans les compartiments endocytiques / lysosomiaux. Rapl A a ete decrit comme 
interagissant avec B-Raf, ce qui est tout a fait interessant au vu de Fapoptose 
massive endotheliale observee chez les souris deficientes pour B-Raf 
(Wojnowski et al., 1997). In vjvo, des etudes sur les eucaryotes inferieurs tels 
que les levures et la drosophile ont recemment donne quelques indications sur 
les fonctions de Rapl A dans la differentiation et la morphogenese (Asha et al ). 

L' interaction de Kritl et de Rapl A suggere que Kritl pourrait soit 
reguler Rapl A soit etre un effecteur de Rapl A (Bos et al.) Les mutations 
rapportees ici pourraient resulter soit d'un efFet dominant negatif soit d'une 
perte de fonction. L' observation des families presentant des deletions completes 
de Krit 1 serait un argument fort en faveur de cette hypothese. Par ailleurs le fait 
que les formes sporadiques de cavemomes se manifestent principalement par une 
lesion unique et que les formes familiales se manifestent pas des lesions multiples 
suggere fortement que ces lesions suivent la regie du « double hit de 
Knudsoti » (Knudson 1971) et qu'une perte complete de fonction de Kritl 
pourrait etre necessaire a 1' apparition des cavemomes. 

En d'autres termes, dans les formes dominantes de la maladie, une 
premiere mutation, presente dans toutes les cellules de I'organisme a Tetat 
heterozygote, serait presente. L' apparition des lesions cavemomateuses serait 
conditionnee par la survenue d'une deuxieme mutation touchant Tautre allele de 
ce gene, mutation qui surviendrait de fafon somatique. Dans les formes 
sporadiques les plus etudiees a ce jour, I'individu ne presente aucune mutation 
germinale et la lesion unique resulterait de deux mutations survenues dans la 
meme cellule. 

Cependant, il existerait des formes sporadiques de cavemomes 
difFerentes de celles ci-dessus decrites. Les Inventeurs ont en efFet mis en 
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evidence une forme sporadique se manifestant par des lesions multiples et 
resultant d'une mutation de novo dans le gene Knil vraisemblablement dans une 
cellule germinale d'un des deux parents du patient attaint (donnees non 
montrees). 

5 En resume, les donnees reportees ici, suggerent fortement que les 

mutations tronquantes de Kritl sont responsables de Tapparition des 
cavemomes cerebraux observes dans les families CCMJ mais egalemcni dans 
certaines formes sporadiques, mettant en exergue le role putatif de la voie de 
signalisation de RaplA dans ces mecanismes. 

10 Parmi les applications therapeutiques concemees par la presente 

invention, pourraient etre concemees difFerents types de malformations 
vasculaires, dysplasies vasculaires, angiomes et/ou toute situation ou existe une 
angiogenese anormale. 

Ainsi, la presente invention a egalement pour objet T utilisation du gene 

15 KriiJ ou d'une sequence derivee de ce gene pour la preparation d'un 
medicament ou son utilisation dans une approche de type therapie genique 
destine a controler ou inhiber 1' angiogenese notamment par surexpression in situ 
du gene KritJ ou d'une sequence derivee de ce gene. 

Par « sequence derivee de ce gene », on entend toute sequence ou partie 

20 de sequence normale ou mutee du gene KriiJ et presentant une activite similaire 
et comparable a la sequence totale fonctionnelle de reference. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur d' expression 
dans une cellule bote appropriee comportant la sequence du gene kritJ ou une 
sequence derivee de ce gene (la sequence derivee est definie ci-dessus). Dans le 

25 cas ou Ton souhmterait reprimer une angiogenese anormale, il pourrait etre 
interessant de surexprimer la sequence en question et c'est la raison pour 
laquelle le vecteur conforme a 1' invention comprend, avantageusement, les 
elements necessaires a cette surexpression. 

En particulier, le vecteur conforme a Tinvention peut etre destine a la 

30 therapie genique et dans le cas ou Ton souhaiterait limiter son site d'action, ce 
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vecteur peut comporter une sequence assurant le ciblage et/ou T expression tissu 
specifique des sequences qu'il comprend. 

Enfin, la presente invention a pour objet une composition therapeutique 
comportant a titre de principe actif tout ou partie de la proteine Kritl normale 
5 ou modifiee, de fa<?on a se substituer par exemple a une proteine tronquee et 
pallier la deficiency. Le principe actif peut egalement etre un vecteur tel que 
decrit precedemment. 

La Figure 1 represente la carte genetique, physique et transcriptionneile 

du locus CCMl. 

10 La Figure la represente la carte genetique du locus CCML Ce locus 

etait precedemment defini par riniervalle D7S2410-D7S689. Les intervalles 
genetiques reduits MS2456-D7S689 sont indiques par des crochets horizontaux. 
Les microsatellites deja publics sont encadres. Les nouveaux microsatellites sont 
identifies par des caracteres gras. Certains des STS sont egalement montres. Le 

15 STS sWSS 1703 correspond aux nucleotides 393-658 de Kritl , Les marqueurs 
entre les crochets verticaux sont espaces de moins de 1 kb. 

La Figure lb represente la carte physique et transcriptionneile du locus 
CCML Des contigs de BAC sont repartis sur Fintervalle CCML Le BAC 
AC000120 est represente par le trait le plus epais. Les chevauchements avec soit 

20 les STS, soit les marqueurs microsatellites sont indiques par des petites barres 
verticales. La fleche noire correspond a KritL les fleches blanches correspondent 
a des genes humains bien caracterises et les fleches vides correspondent a des 
genes presentant de fortes homologies avec des genes d'autres especes (non 
caracterises chez les humains). 
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La Figure 2 represente la cosegregation des variants de conformation 
avec le phenotype malade au sein de 8 pedigrees (SSCP). 

Les symboles vides designent les sujets dont I'examen du cerveau par 
IRM est normal, les symboles noirs a moitie pleins correspondent a des patients 
5 asymptomatiques presentant des cavemomes sur I'examen par IRM, les 
symboles noirs pleins correspondent a des patients symptomatiques et presentant 
des cavemomes sur T IRM ; le signe « ? » correspond aux sujets ayant un statut 
inconnu et le signe « \ » correspond a des patients decedes. Les patients decedes 
ou avec un statut inconnu n'ont pas ete testes pour la mutation mais sont 
10 representes pour une meilleure comprehension des structures familiales. Les 
bandes anormales sont indiquees par une fleche. 

La Figure 3 illustre les mutations de Kritl. 

La Figure 3a represente la structure du gene Kritl et de la proteine 
putative correspondante. « ns » signifie non-sens, « del » signifie deletion et 

15 « ins » signifie insertion. Pour les insertions, le numero de nucleotide correspond 
au nucleotide precedant Tinsertion, L'expression « Krev Interacting Region » 
correspond a la region (acides amines 483-529) dont la deletion abolit 
I'interaction avec Krev lors du test en double hybride dans la levure. 

La Figure 3b represente les mutations de Kritl, identifiees dans les 8 

20 pedigrees mentionnes plus haut. Les fleches indiquent les sites de mutation. WT 
signifie sequence de type sauvage et MT signifie sequence mutante. Dans le 
pedigree 42, le chromatogramme et la sequence presentes correspondent au brin 
negatif ; le brin positif a montre une superposition complete des sequences 
normales et anormales et ne permett^ent pas d' avoir une bonne visualisation du 

25 site du debut de la deletion. 
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EXEMPLES 

MATERIELS ET METHODES 

Patients 

5 20 patients non apparentes appanenant a des families dont on savait 

qu'elles presentaient de fafon hereditaire des cavcmomes ont fait partie de 
r etude avec leur libre consent ement (Labauge et al.). 

L' analyse de ce panel de families avec le test HOMOG a montre que ces 
families avaient une probabilite a posteriori d'etre liees au locus CCMl 
10 superieure a 90 % (Laberge et al.). 

Une approche combinant biologie moleculaire et bio informatique a ete 
utilisee pour etablir la carte physique et transcriptionnelle du locus CCML Apres 
validation d'un contig de YACs prealablement publiee par Johnson et al. (1995), 
les auteurs ont positionne dans rintervalle par PCR et par une approche in silico 
15 574 EST (Expressed Sequence Tags) qu'ils ont regroupes en 53 groupes. 
Reduction de Tintervalle genetique 

12 marqueurs microsatellites polymorphes recouvrant Tintervalle 
D7S2410-D7S689 ont ete selectionnes pour les analyses de liaison. 7 d'entre 
eux etaient prealablement connus : D7S2410, D7S2409, D7S1813, D7S1789, 
20 D7S646, D7S689 et D7S558, et ont ete utilises par plusieurs equipes (Gimel et 
al. dans Neurosurgery, Craig et al., Labauge et al., Laberge et al ). Les demiers 
MS65, MS2453A, MS2456A, MSI 19 et MS120 ont ete identifies par les 
inventeurs sur la base des donnees de sequence des BAG cartographies dans 
rintervalle. 



25 
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Detection des mutations et identification 

Sur la base de la comparaison des sequences de I'ADNc de Kritl et du 
BAC AC 00000120, les inventeurs ont determine 14 jeux d'amorces pour 
amplifier les 12 exons et les sites de jonction exon / intron de Kriil a partir de 

5 I'ADN genomique. Des reactions de PGR ont ete mises en oeuvre comme suit : 
apres une premiere etape initiale de ^'enaturation a 94°C (4 min), 30 cycles 
d' amplification consistant en des etapes a 94^C (15 s), une temperature 
d'hybridation optimisee comprise entre 45°C et 55*^C (15s) et 72X (1 5s) suivie 
par une etape d'extension finale a ll^'C (10 min). Les produits de PGR ont ete 

10 soumis a une electrophorese dans 4 types de conditions (acrylamide a 10 % avec 
ou sans glycerol a 4^C et 20'^G) sur un appareil Mighty Small II (Pharmacia- 
Biogen) utilise en condition de courant constant de 35 mA. Des variants de 
conformation ont ete reveles a I'argent (Silver Stain Plus kit, Biorad). Des 
amplimeres montrant un pattern de bandes SSCP atypiques ont ete sequences 

15 (AB1377, Perkin Elmer). Toutes les mutations decelees lors du sequengage ont 
ete testees pour leur cosegregation avec le phenotype malade par une approche 
SSGP. 
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TABLEAU 1 : AMORCES 



EXON 


AMORCE SENS 


AMORCE REVERSE 


ITAJLLE DE 
L'AMPLI- 
MERE 


1 


GAGCGGATAAAAACTAAT 
CSEQIDN° 1) 


GAGCTAAAATTCATTCAA 
(SEQ ID N° 2) 


205 


2 


GCTCTTAATGGGTTTTTG 
(SEQIDN°3) 


AGCAATGTGGAGTAAAAC 
(SEQ ID N° 4) 


183 




TTTGGAATGAGAACAGTC 
(SEQIDN°5) 


GTCCTGTTGTATTTTTCA 
(SEQ ID N° 6 ) 


265 


4 


GTTGTTGTTTTTTGTTTG 
(SEQ ID N ° 7 ) 


ACCTGGAAAATAACTTAC 
(SEQ ID N° 8 ) 


208 


5 


ATGTAATGCCTTTTTTCC 

(SEQ ED N° 9) 


ATGCCTGGCTCTAACTAT 
(SEQIDN° 10) 


181 


6 


TTGTTAGATTGTGATGTA 
(SEQIDN° 11) 


AACATAATAAAAACTTTC 
(SEQIDN° 12) 


257 


7 


TTTATAAAAGGAATGATG 

(SEQIDN° 13) 


TCAACTCAAACCATATCA 

(SEQIDN° 14) 


335 


8 


TGTAGCCTAATAACCAAA 
CSEQLDN° 15) 


AGCATAGCACAAGACCAT 
(SEQIDN° 16) 


243 


9 


GGTGAAGTTTTTAATATG 

(SEQIDN" 17) 


CAATAGTTTATGAAGTCC 
(SEQIDN° 18) 


213 


10 


ATATTTACAAAGGCAAGC 
(SEQIDN° 19) 

TGGTACATTTTCCTTTCA 
(SEQ ED N° 21) 


TGACATGATTGGTAAAAA 
(SEQ ID N° 20) 

CTTTATGATTGCTGGGGC 
(SEQIDN° 22) 


180 
201 


11 


GGTGAAGTTTTTAATATG 
(SEQ ID N° 23) 


CAATAGTTTATGAAGTCC 
(SEQ ID N° 24) 


205 


12 


AATAGATAGGGAACTGCC 
(SEQ ID N° 25) 

TAATGCCCACTGAAAGAA 
(SEQ ID N° 27) 


GTGGCTTGAGTAACAGTT 

(SEQ ED N° 26) 
GGCTGGTCTTGAACTCTG 
(SEQ ID N° 28) 


234 
199 
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REVENDICATIONS 



1. 

5 
10 

2. 

15 

3. 

20 4. 

5. 

25 



Sequence nucleotidique choisie dans le groupe comprenant SEQ ID N° 1, 
SEQ ID 2, SEQ ID 3, SEQ ID 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID 6, 
SEQ ID 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID 9, SEQ ID N° 10, SEQ ID NM 1, 
SEQ ID 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID 15, SEQ ID 
16, SEQ ID 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID 19, SEQ ID 20, SEQ ID 
21, SEQ ID 22, SEQ ID 23, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ 
ID 26, SEQ ID 27, SEQ ID N° 28. 

Utilisation d'au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 1, 
pour la detection, a partir d'un prelevement biologique, de la presence d'une 
mutation dans le gene Kritl. 

Utilisation d'au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 2, 
pour la detection, a partir d'un prelevement biologique, de la presence d'une 
mutation dans le gene Kritl liee a la survenue de cavemomes. 

Utilisation selon Tune des revendications 2 et 3, caracterisee en ce que la 
detection de la mutation est efFectuee dans au moins un exon du gene Kritl, 

Utilisation selon la revendication 4, caracterisee par le fait qu'un couple de 
sequences est specifique d'un exon selon la repartition suivante : 

- SEQ ID NM / SEQ ID 2 pour I'exon 1, 

- SEQ ID N° 3 / SEQ ID 4 pour Texon 2, 
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- SEQ 


ID 


N° 


5 / 


SEQ ID N° 6 pour I'exon 3, 


- SEQ 


ID 


N° 


11 


SEQ ID N° 8 pour I'exon 4, 


- SEQ 


ID 


N° 


91 


SEQ ID N° 10 pour I'exon 5, 


- SEQ 


ID 


N° 


11 


/ SEQ ID N° 12 pour I'exon 6, 


- SEQ 


ID 


N° 


13 


/ SEQ ID N° 14 DOur I'exon 7 


- SEQ 


ID 


N° 


15 


/ SEQ ID N° 16 pour Fexon 8, 


- SEQ 


ID 


N° 


17 


/ SEQ ID N° 18 pour I'exon 9, 


- SEQ 


ID 


N° 


19 


/ SEQ ID N° 20 pour I'exon 10, 


- SEQ 


ID 


N° 


21 


/ SEQ ID N° 22 pour I'exon 10, 


- SEQ 


ID 


N° 


23 


/ SEQ ID N° 24 pour I'exon 11, 


- SEQ 


ID 


N° 


25 


/ SEQ ID N° 26 pour I'exon 12, 


- SEQ 


ID 


N° 


27 


/ SEQ ID N° 28 pour I'exon 12 



6. Utilisation selon Tune des revendications 2 a 5, caracterisee par le fait que la 
15 detection d'une mutation est precedee de 1' amplification de I'exon dans 

lequel la mutation est recherchee. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Tamplification 
est realisee par PGR ou PCR-like. 

20 

8. Methode de diagnostic genotypique de cavemomes chez un individu, 
caracterise par le fait que Ton preleve un echantillon biologique dudit 
individu, que Ton detecte la presence d'une mutation dans le gene Kritl, par 
analyse de la sequence nucleique presente dans ledit echantillon, une telle 

25 mutation etant liee a la survenue de cavemomes. 
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25 



15 



20 



9. Methode de diagnostic selon la revendication 8, caracterisee par le fait que la 
sequence d'acide nucleique est de I'ADN genomique, de FADNc ou de 



10. Methode de diagnostic selon I'une des revendications 8 et 9, caracterisee par 
le fait que ladite analyse est realisee par hybridation. 

11. Methode de diagnostic selon Tune des revendications 8 a 10, caracterisee 
par le fait que ladite analyse est realisee par sequenfage. 

12. Methode de diagnostic selon Tune des revendications 8 et 9, caracterisee par 
le fait que ladite analyse est realisee par migration electrophoretique, et plus 
particulierement par SSCP ou DGGE. 

13. Methode de diagnostic selon Tune des revendications 8 et 9, caracterisee par 
le fait que ladite analyse est realisee par une methodologie visant a detecter 
la troncation d'une proteine. 

14. Methode de diagnostic selon I'une des revendications 8 a 13, caracterisee 
par le fait que tout ou partie de la sequence d'acide nucleique correspondant 
au gene Kritl est amplifiee prealablement a la detection de la presence d'une 
mutation. 

15. Methode de diagnostic selon la revendication 14, caracterisee par le fait que 
r amplification est realisee par PCR ou PCR-like. 



I'ARNm. 
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16. Methode de diagnostic selon la revendication 15, caracterisee par le fait que 
les amorces pour realiser I'amplification sont parmi les sequences definies 
dans la revendication 1, de preference dans la revendication 5. 

5 17. Utilisation du gene Kriti ou d'une sequence derivee de ce gene pour la 
rreparation d'un medicament destine a controler ou inhiber Tangiogenese. 

18, Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce que le medicament 
est destine a la therapie genique. 

10 

19. Vecteur d'expression dans une cellule bote appropriee, caracterise en ce 
qu'il comporte la sequence du gene Kritl ou une sequence derivee de ce 
gene. 

15 20. Vecteur d'expression selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements necessaires a la surexpression de la sequence. 

27. Vecteur selon les revendications 19 ou 20, destine a une utilisation selon 
Tune des revendications 17 et 18. 

20 

22 Vecteur selon Tune des revendications 19 a 21, caracterise en ce qu'il 
comporte une sequence assurant le ciblage et/ou I'expression tissu 
specifique. 
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23, Composition therapeutique caracterisee en ce qu'elle comporte a litre de 
principe actif au moins tout ou partie de la proteine Kritl normale ou 
modifiee. 



5 24. Composition salon la revendication 23, caracterisee en ce que le compose est 
un vecteur selon I'une des revendications 19 a 22. 
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N-TERMINAL 



■ 1 2 


3 4 


5 


6 


7 8 


9 10 ( 11 12 






fMM1-«M tM1012-1037 
— M« nMtS 


1 ' — tMn(1»42 



Ped. 6 


Ped. 10 


Ped. 18 


Ped. 19 


Exon 1 0 
1342 Del (A) 

WT TKASPSNHKVIPVIVG 

MT TIRTAPAIIKSSLM*STOP 


Exon 10 
1283 C -> T 

WT 0 

MT 'STOP 


Exon 2 
247 Ins (C) 

WT KEROWDD. . . 
MT QGTTVGR'STOP • 


Exon 3 
261 G -> A 

WT K 

MT * STOP 


MT TArrTACAAGGCAAGC 


WT CTTACAGAATT 
MT CTTATAGAATT 


w¥ 1 *j ^ 1 / ^ I 

MT GAAGACCAAGTACTG 


WT GTGGGTAGATGA 
MT GTGAGTAGATGA 




(a 1VM\ I ! 




( 






TO W 




f 




Ped. 35 


Ped. 41 


Ped. 42 


Ped. 58 


Exon 8 
1012 Del (26bp) 

WT KYNLLKGFYTAPDAKL. . . 
MT SSS'STOP 


Exon 5 
615 G -> A 

WT WEEA. . . 
MT "STOP 


Exon 6 

681 Del (GAAT) 

WT P^OGSYRSVELK. . . 
MT RMGHIVILLW STOP 


Exon 10 
1271 Ins (C) 

WT KMNrLQNCOrrTKASPaNH . . . 
MT HVLTOl-TOr KCyKPOOS- STOF 


WT AACCCAGATATAATTT 
MT AAGCCAGCAGCTCCTG 


WT AACTGGGAAGA 
MT AACTAGGAAGA 


WT CATCCATTCTGTATA 
MT CATCCTGTATATTCG 


WT TTCAGCGCATGTTCTTA 
MT TTCAGCCGCATGTTCTT 


i 




Mil 

h fi • 


,1 

I V'. ' 
. 'i\ 


•i/Jdlibii.' 
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LI STAGE DE SEQUENCE 



<110> INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE - INSERM 
<120> D18210 

<130> Utilisation du gene Kcltl dans ie domaine de 1 ' angiogenese 

<140> 
<141> 

<160> 51 

<170> Patentin Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> IS 
<C12> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 1 

gagcggataa aaactaat 18 

<210> 2 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 



<210> 3 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 

<400> 3 

gctcttaatg ggtttttg 18 

<210> 4 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 



<400> 2 

gagctaaaat tcattcaa 



18 



<400> 4 

agcaatgtgg agtaaaac 



18 
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<:210> 5 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220:> 

<223> Amorce sens 
<400> 5 

tttggaatga gaacagtc 

<210> 6 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 
<40C> 6 

gtcctgttgt atttttca 

<210> 7 
<211> 18 
<212> ADN 

<213:> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 7 

gttgttgttt tttgtttg 

<210> 8 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 

<400> 8 

acctggaaaa taacttac 

<210> 9 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 9 

atgtaatgcc ttttttcc 



<210> IC 

<2ii> le 
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<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 10 

atgcctggct craactat 

<210> 11 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 11 

ttgttagatt gtgatgta 

<210> 12 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 

<400> 12 

aacataataa aaactttc 

<210> 13 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 13 

tttataaaag gaatgatg 

<210> 14 
<211> 18 

<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 14 

tcaactcaaa ccatatca 

<210> 15 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
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<C20> 

<223> Amorce sens 
<400> 15 

tgtagccnaa taaccaaa 18 

<210> 16 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 16 

agcatagcac aagaccat 18 

<210> 17 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 

<400> 17 

ggtgaagttt ttaatatg 18 

<210> 18 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 18 

caatagttta tgaagtcc 18 

<210> 19 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 19 

atatttacaa aggcaagc 18 
<210> 20 

<2ii> le 

<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce reverse 
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5 



<400> 20 

tgacatqatt ggtaaaaa 



18 



<210> 21 
<211> 18 
<212> ADN 



<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce sens 



<400> 21 

tggtacattt tcctttca 



18 



<210> 22 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 22 

ctttatgatt gctggggc 18 

<210> 23 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 



<210> 24 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 24 

caatagttta tgaagtcc 18 

<210> 25 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce sens 



<400> 23 

ggtgaagttt ttaatatg 



18 



<400> 25 

aatagatagg gaactgcc 



18 
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<210> 26 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce reverse 
<400> 26 

gtggcttgag taacagtt 28 

<210> 27 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Amorce sens 
<400> 27 

taatgcccac tgaaagaa ^8 

<210> 28 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce reverse 

<400> 28 

ggctggtctt gaactctg 18 

<210> 29 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 29 

atcaggtcag acagaaaact 20 

<210> 30 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 30 

tacaaatcgg gtaagagttg 20 

<210.> 31 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 31 

ccctttctag gtagataaag 20 



<210> 32 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 



sapiens 



<400> 32 

cagaagacaa gtactgtttc 



20 



<210> 33 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 33 

taacgactag ggaacgacag 20 

<210> 34 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 35 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 35 

ttttatacag gtatggaaaa 20 

<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 37 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 37 

acatttctag catataacag 20 

<210> 38 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 34 

argcatqctg gtaaatggaa 



20 



<400> 36 

aacggataga gtaagttatt 



20 



<400> 38 



taacaaacca gtaagaatta 



20 



<210> 39 
<211> 20 
<212> ADN 
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<213> Homo sapiens 



<400> 39 
tttcttgtag 

<210> 4 0 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 

<400> 40 
gaaaacctca 

<210> 41 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 

<400> 41 
tgttrttcag 

<210> 42 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 

<400> 42 
tgaaaaacag 

<210> 43 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 

<400> 43 
ttcctttaag 

<210> 44 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 

<400> 44 
grttcctiaaa 

<210> 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 



targaaaaag 



sapiens 



gtaagaaagt 



sapiens 



gccttcaact 



sapiens 



gtttgcttgg 



sapiens 



attgaagacc 



sapiens 



gtaagtattt 



saoiens 



20 



<400> 45 
grgcttacag 

<210> 46 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo 



tgaagaaaa t 



sapiens 
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<400> 46 

tgaatacaag graagctgtt 



20 



<210> 47 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 47 

ttgtttttag aatctcagta 20 

<210> 48 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 49 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 49 

tatgttgcag gctttactca 20 

<210> 50 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 48 

ggaaactaag gtagattttc 



20 



<400> 50 



tacaaaacag gtaagtatca 



20 



<210> 51 
<211> 20 
<212> ADN 



<213> Homo sapiens 



<400> 51 

tactttgtag gctctggtcg 



20 
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